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RESUME 
Ginette Lagacé, Département de Biochimie. 
CARACTERISATION PARTIELLE DE RECEPTEURS LYMPHOCYTAIRES DE LA PHYTOHE-
MAGGLUTININE DE Phaseolus vulgaris 
Mémoire présenté à la Faculté de Médecine de l'Université de Sherbrooke 
en vue de l ' obtention du grade de maître ès sciences, (M . Sc.) 
septembre 1986 . 
Des réactifs hétérobifonctionnels ont été utilisés dans le but 
d'étudier et de caractériser les sites de liaison de la PHA (phytohé-
magglutinine sur des lymphocytes spléniques porcins . La PHA a été 
modifiée par réaction avec le succinimido - 6 - N-(4-azidobenzyl)aminohexa -
noate, le succinimido-6-mercapto-S-(4-azidothiophényl)hexanoate ou le 
3-[(2 - nitro-4 - azidophényl)-2-aminoéthyldithio] - N- succinimidyl propio -
na te . La lectine modifiée a été incubée avec les lymphocytes, cela 
suivi d'une irradiation . Les produits de photolyse ont été solubilisés 
et séparés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de 
SDS . Les analyses ont été effectuées de différentes façons. Les 
résultats ont montré que des protéines réceptrices de 29 - 31, 34-36, 40, 
48-56, 59-65 et 74-78 kilodaltons peuvent être mises en évidence, 
suivant ces différentes méthodes d'analyse . 
De plus, la possibilité d'une phosphorylation des sites 
récepteurs de la PHA lors de la stimulation par la PHA a été vérifiée . 
Les résultats ont montré l'absence d'une phosphorylation spécifique. 
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Le mécanisme d'activation lymphocytaire par les lectines 
demeure un sujet d'étude. La première étape de l'activation implique 
la reconnaissance de sites récepteurs spécifiques au niveau de la 
membrane . La liaison à ces "récepteurs" induit la transmission d'un 
signal mitogénique à travers la membrane. 
Le but du présent travail est la caractérisation partielle des 
sites de liaison de la PHA chez les lymphocytes sp lén iques porcins. Le 
travail se divise en deux parties. La première partie a été entreprise 
pour vérifier la possibilité d'une phosphorylation du récepteur de PHA 
lors de la stimulation induisant la transformation lymphocytaire. 
Des lymphocytes ont été incubés avec du phosphate radioactif 
(32p), stimulés pendant différentes périodes de temps par la PHA, 
solubilisés et chromatographiés sur colonne d'affinit~ Affi-Ge l 10-
PHA. Les éluats ont été analysés par électrophorèse sur gel de poly-
acrylamide en présence de SDS. Les résultats n'ont pas permis de 
mettre en évidence une phosphorylation spécifique des récepteurs durant 
la période de temps nécessaire aux évènements précoces de la 
transformation l ymphocytaire. 
La deuxième partie du travail illustre l'utilisation de trois 
réactifs hétérobifonctionnels photosensibles pour le marquage in situ 
des sites de liaison de la PHA . Ces réactifs sont le succinimido-6-N-
(4-azidobenzyl)aminohexanoate, le succinimido-6 -mercapto-S - (4 -azido-
thiophényl)hexanoate et le 3-[(2-nitro - 4 -azidophényl)-2-aminoéthyldi -
thio]-N-succinimidyl propionate. 
V 
La PRA a été modifiée avec ces réactifs, radioiodée, incubée 
avec des lymphocyte s, suivi de la photolyse. Après solubilisation les 
échantillons ont été analysés par électrophorèse sur gel de polyacryl-
amide en présence de SDS selon différentes conditions. Les résultats 
obtenus montrent la présence de sites de liaison possédant des masses 
moléculaires de 29-31, 34-36, 40, 48 -56, 59-65 et 74-78 kiloda ltons. 
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1.0 INTRODUCTION 
1.1 La phytohemagglutinine (PHA) de Phaseolus vulgaris 
Les lectines sont des protéines qui possèdent la propriété 
d'agglutiner les cellules sanguines ou autres types cellulaires. Cer-
taines lectines montrent une spécificité de reconnaissance des groupe-
ments sanguins et de leurs sous-groupes (Bird, 1959, Boyd, 1970, 
Watkins et Morgan, 1952, Watkins, 1966). Ces propriétés des lectines 
étaient connues depuis la fin du 19e siècle (Sharon et Lis, 1972) et 
avaient été particulièrement étudiées par Sumner et au~res (Sumner et 
Howel, 1936, Landsteiner, 1945, Kabat et al., 1947, Kunitz et McDonald, 
1948, Boyd et Reguera, 1949). 
Cependant, en 1960, Nowel faisait une découverte fondamentale. 
Il observait que des cultures de sang contenant la phytohémagglutinine 
isolée de Phaseolus vulgaris montraient une transformation lymphoblas-
tique appréciable et les petits lymphocytes au repos entraient en phase 
mitotique. Cette observation originale a été le début de l'utilisation 
des lectines comme outil pour l'étude des évènements biochimiques 
impliqués dans la transformation lymphocytaire. Les lectines mitogéni-
ques sont capables d'initier la réaction de transformation lymphoblas-
tique suite à une reconnaissance spécifique d'unités oligosaccharidi -
ques présentes au niveau de la membrane plasmique (Andersson et al., 
1972, Andersson et Melchers, 1973, Greaves et Bauminger, 1972). La 
nature des récepteurs impliqués dans le phénomène d'activation cellu-
laire demeure inconnue, bien qu'il soit généralement accepté que les 
gly coprotéines membranaires y jouent un rôle essentiel (Dupuis et al . , 
1985, O' Brien et al., 1979, Favero et al., 1982, Allan et Crumpton, 
1973, Palacios, 198 2 , Prujansky et al., 1978, Hayman et Crumpton, 1972, 
Henkart et Fisher, 1975, Alexander et al . , 1978, Dillner - Centerlind et 
al., 1980). Cependant, certains auteurs croient que les glycolipides 
peuvent aussi être impliqués (Spiegel et Wilchek, 1981, Wilchek et al., 
1981). 
La PHA consiste en un mélange de cinq isolectines 
tétramériques (Leavitt et al . , 1977, Felsted et al., 1975) d ' une masse 
moléculaire de 115 000 daltons, résultant de l'assemblage de deux types 
de sous-unités (Weber et al . , 1967, Leavitt et al . , 1977) , E et L de 33 
000 daltons chacune, qui montrent des spécificités différentes de 
reconnaissance des oli gosaccharides (Weber et al . , 1967, Leavitt et 
al., 1977) . La sous - unité L représente l'activité mitogénique pour les 
lymphocytes et E, l'activité érythroagglutinante (Leavitt et a l ., 1977) 
Par contre, Glad et Borrebaeck (1984) ont montré que les deux 
sous-unités, E et L, ont une ressemblance étroite dans leur composition 
en hydrates de carbone et en acides aminés aussi bien que dans leur 
carte peptidique trypsique et la séquence N- terminal des acides 
aminés . En fait, l ' isolectine éry throagglutinante (E4) possède 
elle-même une forte activité mitogénique (tout c omme 14) mais cette 






lesquelles elle a une forte 
en acides aminés des 
phytohemagglutinines érythro et leucoagglutinante (PHA - E et PHA-L) ont 
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été déterminées. Hoffman et Donaldson (1985) ont utilisé une 
librairie d'ADN }... 1059 de Phaseolus vul garis variété "Tendergreen" de 
laquelle ils ont isolé deux gènes: dlec 1 et dlec 2 . Ces gènes sont 
tous deux e x primés dans les tissus du coty ledon et ils codent pour des 
poly peptides de masses moléculaires très similaires. Toutefois le gène 
dlec 1 (codant pour la PHA- E ) contient trois sites probables de gly co-
sylation alors que le gène dlec 2 (codant pour la PHA-L) en possède 
deu x . Ainsi la mi gration plus lente de la PHA-E sur gel SDS peut-être 
reliée à la présence d'une chaîne d'hydrates de carbone additionnelle 
(Hoffman et Donaldson, 1985). Le gène dlec 1 code pour un peptide 
si gnal de vingt et un résidus hydrophobiques (2200 daltons) et une pro-
téine mature de deux cents cinquante quatre acides aminés (27500 dal-
tons) alors que le gène dlec 2 code pour un peptide si gnal de v i ngt 
acides aminés (2 200 daltons) et une lectine mature de deux cents cin-
quante deux résidus (27300 daltons). 
1.2 Activation l ymphocytaire 
Le mécanisme par lequel la PHA stimule les lymphocytes n'est 
pas connu, mais l'évènement initial est la liaison sélective de la 
lectine par des récepteurs spécifiques sur la surface cellulaire ( Allan 
et al., 1971, Lindahl-Ki e ssling et Peterson, 1969, Allan et Crumpton, 
1973) . Ceci induit la transmission d'un signal mitogénique à travers 
la membrane plasmique . L'étape de liaison aux récepteurs est 
essentielle, si elle est empêchée par des sucres ou par le traitement 
des lymphocytes avec des protéinases, la transformation ainsi que la 
s ynthèse d'ADN ne s'effectue pas. Borberg et ses collaborateurs ( 1968) 
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ont mis en évidence le fait que le N-acetyl-D-galactosamine, un sucre 
qui est reconnu spécifiquement par la PRA, inhibe la transformation. 
De plus, des lymphocytes traités à la trypsine sont réfractaires à 
l'action de la PRA . En revanche, ces lymphocytes laissés au repos 
pendant une période de cinq à huit heures, période suffisante pour 
resynthétiser les constituants membranaires, répondent à la PHA 
(Lindahl-Kiessling et Peterson, 1969). 
La liaison de la PRA aux lymphocytes est obligatoire, mais ne 
semble pas suffisante pour induire l'activation (Greaves et Janossy, 
1972). Ainsi, des études d'absorption avec PHA-1125 suggèrent que 
les cellules T et B ont presque la même densité moyenne de sites de 
liaison, alors que seules les cellules T sont stimulées et se 
transforment. La liaison et l'activation subséquente sont inhibées par 
les mêmes sucres contre lesquels les mitogènes ont démontrés une 
affinité de liaison directe. Donc les sites sur la surface 
lymphocytaire sont probablement des unités d'hydrate de carbone de 
glycoprotéines hétérogènes (Kornfeld et Kornfeld, 1970, Allan et al., 
1971). 
L'endocytose de la lectine ne semble pas essentielle puisque 
dans le cas de lectines insolubilisées (PHA, Con A et PWM), celles-ci 
conservent leur propriété d'activer les lymphocytes (Lis et Sharon, 
1973), mais perdent leur spécificité d'activation des cellules T 
seulement. 
Des études de Allan et Crumpton (1973) sur l'interaction 
lymphocytes-PRA amènent trois conclusions: 1) une petite fraction 
seulement ( ~ 1%) de la PRA nécessaire à la stimulation optimale de la 
transformation est liée aux lymphocytes 2) la PRA n'est pas liée 
irréversiblement et, 3) la présence continue de PRA est essentielle (au 
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moins pendant vingt heures), surtout durant la période initiale pour 
que la transformation ait lieu . En fait, 30 000 sites de liaison par 
lymphocytes porcins sont occupés par la PHA, alors que 600 000 sites 
sont disponibles . Donc, il semble que 95% des sites de liaison 
potentiels de la PHA ne jouent pas un rôle dans l'initiation de la 
transformation. Ceux- ci pourraient être des sites " inhibiteurs" . De 
plus, des études (Dupuis et Clairoux - Moreau , 1980) par Scatchard de la 
liaison PHA-lymphocytes spléniques porcins ont démontré l'existence de 
deu x sites de liaison soient de haute et de faible affinité et que les 
sites de haute affinité sont probablement ceux impliqués dans le 
déclenchement de la transformation induite par les lectines mitogéni -
ques. 
1.3 Evènements métaboliques observés lors des étapes menant à la 
transformation lymphocytaire 
Il est généralement admis, que lors de la liaison, les 
lectines mitogéniques induisent des changements spécifiques de la 
structure membranaire et l ' initiation d'une série d'évènements 
métaboliques résultant en l ' augmentation de la synthèse d'ADN et en la 
division cellulaire (Greaves et Janossy, 1972, Lis et Sharon, 1973, 
Henkart et Fisher, 1975). Ces changements sont multiples e.g . 
régénération des tissus et embryogénèse, augmentation de la glycolyse, 
activité enzymatique lysosomale, augmentation de l ' activité du patron 
nucléaire (nuclear template), acétylation des histones, activité de 
l'ADN polymérase (Greaves et Janossy, 1972), accélération de la 
synthèse d ' acides gras, changements dans le métabolisme des hydrates de 
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carbone, augmentation de l'assimilation des petites molécules (sucres, 
acides aminés et ions ca+, 10-, groupements phosphates inorganiques) 
(Lis et Sharon, 1973), augmentation du guanosine monophosphate cyclique 
(GMPc) et métabolisme accru des phosphatidyls inositols et autres phos-
pholipides (Maine et al., 1974). De plus, ces changements ont lieu en 
dedans de deux heures suite à la liaison de la lectine (Greaves et 
Janossy, 1972). Cons équemment tous ces changements conduisent à la 
synthèse de novo d'ADN et ARN . 
La phosphorylation des protéines est un des changements 
importants observés lors de l'activation des l ymphocytes par des agents 
mitogéniques (Chaplin et al., 1980). Les l ymphocytes possèdent toute 
la machinerie nécessaire pour phosphoryler et déphosphoryler les 
protéines (Chaplin et al., 1980). 
Smith et al. (1971) ont montré que la PHA produit une séquence 
définie de changements dans l'activité adénylate cyclase et de la 
concentration d'adénosine 3'-5' monophosphate cyclique (AMPc) dans les 
lymphocytes du sang humain. Ces variations dans la concentration 
d'AMPc se situent très tôt (en dedans d'une minute (Murray et al., 
1972)). Johnson et al. (1974) utilisant des lymphocytes de cheval 
stimulés avec Con A ont suggéré que deux évènements précèdent 
l'activation intensive des gènes promus par les mitogènes : un flux de 
protéines spécifiques (se liant à la chromatine) passant du cytoplasme 
au noyau et une augmentation de la phosphorylation des protéines 
nucléaires acides. Murray et ses collaborateurs (Murray et al . , 1972, 
Kemp et al., 1975) ont trouvé au moins deux protéines-kinases 
dépendantes de l'AMPc dans des homogénats de l ymphocytes humains. En 
1976, Horenstein et al., ont montré que la transformation de 
lymphocytes humains par la PHA est accompagnée d'une augmentation de 
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l'activité phosphokinase des protéines et que cette activité est 
maximale environ soixante-dix heures après l'exposition au mitogène. 
Cette activité élevée est due au niveau accru de quelques unes des 
multiples formes de protéines-kinases du lymphocyte. Sons et al. 
(1976) ont montré la présence d'une activité protéine-kinase associée à 
la chromatine dans le cas de lymphocytes bovins stimulés par la Con A. 
Wedner et Parker (1975) ont montré une augmentation précoce de la 
phosphorylation des protéines non-nucléaires 
humains traités avec des lectines mitogéniques . 
dans des lymphocytes 
Byus et al. (1977) ont 
rapporté qu'une protéine-kinase dépendante de l'AMPc est activée quatre 
heures après la stimulation des lymphocytes par la Con A. Chaplin et 
al. (1979) ont montré la présence de protéines-kinases dépendantes de 
l'AMPc et de protéines acceptrices de phosphate dans les fractions 
particulaires et solubles des lymphocytes humains. De plus, ces mêmes 
auteurs (1980) ont montré une phosphorylation des protéines accrue sous 
stimulation mitogénique (Con A, PHA, anticorps de lapin anti bêta-2 
microglobuline humaine, ionophore de cations divalents A23187 ) de 
lymphocytes du sang humain. Cette phosphorylation accrue est seulement 
détectée dans la fraction soluble suite à une sonication et consiste en 
de modestes augmentations dans le contenu en 32p d'un grand nombre de 
protéines de masse mol éculaire variant de 30 000 à 200 000 daltons. 
Par contre, la phosphorylation d'une protéine discrète de 65 000 
daltons de masse moléculaire est largement accrue dans les cellules 
traitées avec les mitog~nes. Ces phosphorylations de protéines 
solubles produites sous stimulation mitogénique sont maximales à dix 
minutes. 
Wang et al. (1981) ont étudié la phosphorylation des protéines 
de lymphocytes spléniques de souris suite à l'activation par la Con A. 
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Les auteurs ont montré que l'intensité d'incorporation de 32p dans 
deux protéines (135 000 et 150 000 daltons) commence à augmenter, par 
rapport aux cellules témoins, dix heures après l'addition de Con A et 
est max imale après cinquante heures d'incubation . L'augmentation de la 
phosphory lation su i t l'augmentation de la synthèse d ' ARN mais précède 
la synthèse d' ADN. De plus, des agents qui inhibent le début de la 
phase S de division cellulaire empêchent aussi la phosphory l ation de 
ces protéines . Ces traitements inhibiteurs incluent le déplacement de 
la Con A des r é ce pteurs de surface par l' O'.-méthyl-mannopyranoside, 
l'omission de sérum dans le milieu de culture et l'addition d'indomé-
thacine, un inhibiteur de la biosynthèse des prostaglandines . 
1.4 Modèle d'activation l ymphocy taire induite par les lectines ou par 
les antigènes 
L'activation, la proli f ération et la différentiation 
l ymphocy taire n'incluent pas seulement la présentation et la 
reconnaissance des anti gè n es ou mitogènes mais aussi une cascade de 
signaux amplificateurs -médiés par des facteurs solubles- spécifiques 
ou non spécifiques aux antigènes (Theofilopoulos et al . , 1983) . 
Les ' cellules T au repos n é cessitent trois signaux pour remplir 
leurs fonctions e ffectrices . La l i aison de l'antigène ou du mitogène à 
la cellule const i tue le si gnal initial et rend les cellules T 
sélectionnées sensibles au x si gnaux inducteurs suivants qui sont les 
interleukines . Ces interleukines, IL-1 provenant des macrophag es et 
IL- 2 provenant des cellules T activées, procurent les signaux 
additionnels requis pour la prolifération et la diffé rentiation des 
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cellules T sélectionnées en cellules T effectrices (Theofilopoulos et 
al., 1983). C'est la découverte de Morgan et al. (1976) qui a apporté 
une réponse quant au mode d'activation des lymphocytes suite à une 
stimulation mitogénique. En effet, ces auteurs ont remarqué que le 
surnageant provenant de cellules mononucléaires stimulées à la PRA 
contenait un facteur mitogénique (l'interleukine-2 ou TCGF) pouvant 
supporter la prolifération exponentielle continue de cellules T 
humaines activées. Le signal initial (la liaison) est obligatoire pour 
la production de TCGF et pour l'activation des cellules Tin vitro. 
Après ce signal, la présence d'antigène ou de lectine n'est plus 
nécessaire et les cellules activées prolifèrent indéfiniment en 
présence de TCGF seulement (Smith, 1980) . En absence d'IL- 2, les 
lymphocytes activés cessent de croître et retournent à l'état de petits 
lymphocy tes et finalement meurent (Smith, 1980). 
L'acquisition de la réponse au TCGF est médiée par l'appari-
tion de récepteurs membranaires spécifiques au TCGF, récepteurs 
exprimés sous l'interaction de ligands spécifiques (ConA, PHA, La, 
RaMB) et aussi par les anticorps OKT3 et les antigènes HLA-DR (la chez 
la souris) (Smith, 1980, Larsson, 1981). Quatre types cellulaires 
différents sont donc impliqués dans ce schéma complexe de différentia -
tion cellulaire; les cellules adhérentes (via l'IL-1 ), les cellules 
productrices de TCGF Cles cellules T "helper" ou facilitatrices) et 
deux sous-groupes de cellules T sensibles au TCGF (les cellules T 
suppressives, tueuses et faci litatrices) (Bonnard et al ., 1979) . 
Le modèle de Theofilopoulos et al . (1983) résume bien ces 
différentes étapes de différentiation (figure 1) . Des études montrent 
aussi que les cellules B au repos, comme les cellules T , se transfor-
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Figure l: MODELE D'ACTIVATION DES LYMPHOCYTES 
proposé par Théofilopoulos et al.(1983) 
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ment en une population accrue de cellules sécrètrices d'anticorps 
seulement après une série d'évènements de prolifération et de différen-
tiation qui semblent contrôlés par des facteurs solubles et des signaux 
séparés (figure 1). Généralement, les cellules B au repos nécessitent 
au moins trois signaux différents pour générer des clones de cellules 
productrices d'anticorps, ces signaux étant soit dépendants des cellu-
les T ou indépendants des cellules T. Pour les réponses dépendantes 
des cellules T· , un signal est généré lorsque les cellules T "helper" 
activées reconnaissent les déterminants la de même que l'antigène 
(transporteur)sur les cellules B ou les macrophages. Un autre signal 
est généré lorsque les cellules B reconnaissent spécifiquement un anti-
gène (haptène) via l'immunoglobuline (Ig) de surface. Ces deux signaux 
sont nécessaires pour activer les cellules B au repos de la phase Go 
à la phase G1 du cycle cellulaire auquel temps les cellules B acti-
vées acquièrent des récepteurs pour le troisième signal qui est médié 
par des facteur(s) dérivé(s) des cellules T "helper" la négatives et 
non spécifiques aux antigènes. Certains de ces signaux peuvent être 
contournés selon le type d'antigène et le sous-groupe de cellules B im-
pliqués. Ainsi pour les antigènes dépendants des cellules T, les trois 
signaux sont requis, incluant le signal relié au complexe d'histocompa-
tibilité majeur (restriction antigénique). 
Cependant, pour les antigènes indépendants des cellules T 
(TI), la nécessité du signal relié au MHC peut-être contournée soit par 
l'activité polyclonale de cellule B caractéristique d'une classe 
d'antigènes (TI) ou via une réticulation du récepteur de l'antigène des 
cellules B par un des antigènes TI multivalents de la seconde classe. 
Même si l'étape du MHC peut être contournée par les antigènes Tl, les 
facteurs dérivés des cellules T "helper" (no.n spécifique aux antigènes) 
sont tout de même nécessaires aux réponses des antigènes TI. Ainsi , 
la nécessité de ces facteurs semble être la nécessité commune et ultime 
des réponses reliées ou non aux cellules T (Theofilopoulos et al . , 
1983) . 
1.5 Etude des propriétés phy siques des g l y coprotéines de la surface 
des lymphocytes rec onnues par la PHA 
Plusieurs laboratoires ont étudié l'in t eraction 
lectine-lymphocytes me nant à l a division cellulaire . L'étape primaire 
de cette sé quence d'évènements est la liaison de la lec t ine à des 
protéines réceptrices à la sur f ace de la membrane cellulaire. Les 
travaux portant sur l ' isolement et la caractérisat i on de ces sites sont 
nombreu x . 
Allan et Crumpton (1 9 73) ont utilisé des l ymphocy tes porcins 
de gang lions mésentéri ques, et de la PHA iodée pour tenter d ' i dentifier 
ces protéines réceptrice s . Il s ont incubé des l ymphoc y tes avec la 
PHA-1251 sous des conditions correspondant à une stimulation optimale 
et sous des conditions où un e x cès de PHA (dix fois supérieure) était 
utilisé . Les complexes lectine-récepteur solubilisés au déso xycholate 
de sodium ont été chromatographiés sur une colonne de Sepharose 6B . 
Les lymphocy tes incubés sous stimulation optimale montrent une protéine 
de 300 000 da l tons et un coefficient de sédimentation de 9S . Dans le 
cas des lymphocy tes incub é s en présence d ' un e x cès de PHA, on retrouve 
une protéine de 60 000 daltons. Ainsi, il semble que sous stimulation 
optimale, la liaison de la PHA se fasse sur des récepteurs de haute 
affinité alors que la majorité de l a PHA, dans le cas d'un e x cès de 
lectine, est associée à des récepteurs membranaires de faible masse 
moléculaire, tels des g l y colip i des , ou à des récepteurs de faible 
affinité . 
Henkart et Fisher (1975 ) ont iodé les protéines de sur f ace de 
lymphoc y tes de sang humain par la technique de la lactoperoxidase, 
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solubilisé les cellules par traitement au NP-40 et purifié les comple-
xes par immunoprécipitation au moyen d'anticorps anti-PHA. Les préci-
pités ont été analysés par électrophorèse sur gel de polyacrylamide en 
présence de SDS. Trois bandes de masse moléculaire 68 000, 53 000 et 
43 000 daltons ont été observées aussi bien pour la PHA que pour la Con 
A. Les résultats ont été identiques dans le cas de lignées de lympho-
cytes T et B. 
Alexander et ses col laborateurs (1978) ont séparé par électro-
phorèse des membranes de lymphocytes de ganglions de porc solubilisées 
avec SDS. Ils ont incubé ces bandes de gel directement avec de la 
PHA-1125 . Plusieurs protéines , ayant des masses moléculaires va-
riant de 10 000 à 200 000 daltons, lient la PHA: trois bandes majeures 
(117 000, 180 000 et 190 000 daltons), onze bandes moyennes et sept 
bandes mineures. 
Skoog et al. (1980) ont étudié les récepteurs de lectines 
mitogéniques (PHA et leucoagglutinine (La)) et d'une lectine 
non-mitogénique (forme oxydée de La). Les récepteurs lymphocytaires 
ont été marqués in situ par la technique d'iodation catalysée par la 
lactoperoxidase ou par la technique utilisant la galactose oxidase et 
le borohydrure de sodium tritié. Les cellules marquées ont été solubi-
lisées (NP-40), les protéines réceptrices éluées sur des colonnes Affi -
Gel 10-lectine avec un tampon SDS et analysées sur gel SDS-PAGE. Les 
résultats ont montré la présence de quatre glycoprotéines majeures de 
masse moléculaire 120 000, 70 000, 60 000 et 43 000. Les différentes 
lectines (mitogéniques ou non) lient des protéines similaires indiquant 
que l'activation semble être initiée par un évènement cellulaire séparé 
de la liaison. 
Dillner-Centerlind et al. (1980) ont étudié la liaison de gly-
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coprotéines à douze lectines dont la leucoagglutinine de Phaseolus 
vulgaris . Des lymphocytes T humains traités à la neuraminidase ont été 
marqués selon l'une ou l'autre des méthodes utilisées par Alexander et 
al. (1980), solubilisés par traitement avec le NP-40 et élués d'une 
colonne La -Sepharose avec une solution contenant du SDS . L'éluat a été 
analysé par gel SDS. L ' autoradiographie a montré la présence de plu -
sieurs bandes (seize) de masse moléculaire variant de 40 kilodaltons à 
250 kilodaltons, mais trois bandes étaient plus intenses soient celles 
de 23 0, 175 et 125 kilodaltons . 
Dupuis et Doucet (1981) et Dupuis et al . (1985) ont utilisé 
deux méthodes différentes pour étudier les composantes des lymphocytes 
spléniques porcins liant la PRA. La première méthode a impliqué la sé-
paration de différentes fractions membranaires (membrane plasmique, ré-
ticulum endoplasmique et extrait NP -40 de cellules entières) par élec-
trophorèse sur gel SDS sous conditions réductrices et non-réductrices . 
Ces bandes de ge l ont été incubées avec de la PRA-1125 . Les résul-
tats ont montré que la majorité des bandes liant la lectine sont 
communes aux trois fractions membranaires étudiées et se situent dans 
la partie supérieure des gels correspondant à des masses moléculaires 
de 75 à 250 kilodaltons . Au moins vingt-cinq à trente glycoprotéines 
de la membrane plasmique peuvent lier la PRA. La deuxième méthode a 
utilisé la chromatographie d'affinité . Un extrait NP-40 de lymphocytes 
a été chromatographié sur une colonne de Affi-Gel 10-PHA et élué à 
l'aide d'un tampon acide. Les éluats sont analysés par ge l SDS - PAGE. 
L'éluat a montré la présence de neuf bandes majeures variant de 75 à 
150 kilodaltons de masse moléculaire. Des tests d'inhibition d' atta-
chement de la PRA-1125 par la fraction étudiée (pH 3,0) ont montré 
que cette fraction inhibe l'attachement de la PRA aux sites de haute 
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affinité de la surface cellulaire des lymphocytes spléniques porcins 
(Dupuis et al., 1985). De plus, les g l ycoprotéines purifiées (fraction 
pH 3,0) diminuent la production d'interleukine-2 (IL-2) (dépendante de 
la PHA) par les lymphocytes porcins, tel que vérifié dans des essais 
avec des lignées de l ymphocy tes murins IL- 2 -dépendants (Dupuis et al., 
1985). 
Comme on peut le constater, les techniques couramment 
utilisées pour l'identification des récepteurs membranaires de lectines 
impliquent la solubilisation des composantes membranaires par divers 
détergents (SDS, NP -40, désoxycholate de sodium, Triton-X-100, etc ... ) 
ainsi que la purification par affinité. L'inconvénient majeur de ces 
méthodes est que, le dérangement de la structure membranaire par la 
solubilisation peut amener des altérations structurales du (de s) récep-
teur(s) et ainsi la perte de l'affinité de liaison ou de la spécificité 
(Das et al . , 1977 ). De plus, la solubilisation peur amener le démas-
quage de récepteurs "cryptiques ", récepteurs ne pouvant être atteints 
in situ par la lectine (Jaffe et al ., 1980). Une alt~rnative intéres -
sante pour contourner ces problèmes est celle d'utiliser des agents de 
réticulation chimique qui permettront un e xamen in situ des molécules 
impliquées dans l'interaction avec les lectines. 
1.6 Les réactifs bifonctionnels 
Les réactifs bifonctionnels sont de deux classes: les réactifs 
homobifonctionnels et les réactifs hétérobifonctionnels . 
La première cla sse implique la présence de deux gr oupements 




(entre SA et 2SA) (fig . 2) . Dans les études des membranes plasmiques 
les réactifs porteurs de fonctions imidates et les esters de N-hydroxy-
succinimide sont les plus utilisés . Les bis-imidates sont faciles à 
synthétiser, la longueur de la chaîne peut varier et ils sont hautement 
réactifs envers les groupements aminés des protéines. Plusieurs imida-
tes sont perméables au x membranes. De plus, la plupart sont solubles 
dans l'eau et s'hydrolysent rapidement avec un temps de demi-vie de 
plusieurs minutes à environ une demi-heure, dépendant du pH (Ji, 1979). 
Les esters de N-hydroxysuccinimide réagissent principalement avec les 
groupements aminés des protéines pour former une liaison amide, mais 
aussi avec le groupe imidazole de l'histidine et le groupe sulfhydryle 
de la cystéine. Instables en milieu aqueux, ils ont une demi-vie de 
l'ordre de dix minutes à pH 8,5 et à 4°c et de plusieurs heures à pH 
7,0 et o0 c. 
Afin de simplifier l'analyse des résultats obtenus au moyen 
des réactifs homobifonctionnels chez des systèmes biologiques complexes 
des liens clivables ont été introduits dans la partie séparant les 
deux fonctions chimiques. Ces réactifs clivables et l'utilisation de 
la technique diagonale de gels SDS-PAGE (Wang et Richards, 1974) ont 
beaucoup facilité l'analy se des résultats (Ji, 1979, Jaffe et al . , 
1980) . 
La deuxième classe de réactifs bifonctionnels comprend les 
réactifs ayant deux groupements réactifs non - identiques: un groupement 
photosensible et un groupement non-photosensible conventionnel tel un 
imidate ou un ester hydro xy succinimide. C ' est en étudiant la structure 
des membranes cellulaires par réticulation chimique, que l'utilité des 
réactifs hétérobifonctionnels photosensibles est apparue (Jaffe et al., 
1980, Ji, 1979). Plusieurs problèmes potentiels avec les réactifs 
19 
Figure 2: STRUCTURES CHIMIQUES DE QUELQUES REACTIFS HOMO-
BIFONCTIONNELS 
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homobifonctionnels ont pu être ainsi contournés: les réticulations cau-
sées par les collis i ons au hasard, le long temps de réaction, la diffi-
culté du contrôle de la réaction et la réticulation non-sélective. Ces 
réactifs hétérobifonctionnels peuvent être classés en fonction de leur 
groupement photosensible, leur groupement non-photosensible et leur 
clivabilité. Deux types de dérivés peuvent être utilisés pour générer 
les groupements photosensibles (Bay ley et Knowles, 1977, J i, 1979) : le 
dérivé diazo méthyl cétone et le dérivé azido (fig .3). Le premier dé-
rivé génère un carbène qui est hautement réactif avec les solvants sans 
discrimination, les liens C-H inertes et les groupements hydroxyles. 
Le second dérivé génère un nitrène. Le temps de demi-vie du nitrène 
est de l'ordre de 10-4 à 10-2 s. Ce sont surtout les dérivés aryl-
nitrènes qui sont utilisés puisqu'ils sont moins susceptibles au x réar-
rangements internes que les alkylnitrènes. Les arylnitrènes possèdent 
une haute réactivité et une basse énergie d'activation. Ces dérivés 
sont photolysables à des longueurs d'onde entre 30p et 400 nm ce qui 
évite une irradiation pouvant causer des dommages aux protéines et aux 
acides nucléiques (Lwowski, 1980). La réactivité de la fonction nitrè-
ne est essentiellement indépendante de la température et ne nécessite 
pas de groupement réacti f spécifique. La figure 4 montre plusieurs 
réactions possibles du nitrène généré par photolyse. 
Les liens clivables introduits dans les réactifs hétérobifonc-
tionnels sont de deux t y pes: les liens ~isulfures et les groupements 
cis-glycols. Les liens disulfures sont clivés par réduction mais pré-
sentent le désavantage d'être susceptibles au x interchanges avec les 
groupements thiol s des protéines étudiées. Cette étape peut par contre 
être contrôlée en utilisant un pH légèrement acide (6,0-6,5). De plus, 
l'utilisation de ces réactifs exclut l'usage d'agents réducteurs durant 
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Figure 3: PRECURSEURS DE CARBENES ET DE NITRENES 
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Figure 4: REACTIONS POSSIBLES DU GROUPEMENT NITRENE GENERE 
PAR PHOTOLYSE 
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l'isolement des produits réticulés (Ji, 1979). Les groupements cis-
glycols sont clivables par traitement au périodate de sodium (quatre à 
dix heures) et sont stables sous conditions réductrices. Mais les 
aldéhydes produits lors de la réaction présentent un désavantage car 
ils réagissent de façon intrinsèque (Ji, 1979). De plus, le traitement 
au périodate brise les liens glycols dans les résidus saccharidiques 
des glycoprotéines (Peters et Richards, 1977) . 
Récemment Schwartz (1985) a utilisé un nouveau type de lien 
clivable; le lien ester . Ce lien est très stable à pH neutre mais 
s'hydrolyse rapidement (environ une minute) en milieu basique . Le 
lien ester peut aussi s'hydrolyser lentement après photolyse du réactif 
photosensible le contenant (à pH neutre) mais les résultats les plus 
reproductibles sont obtenus en incluant aussi le traitement basique 
après la photolyse. Par contre, l'hydrolyse à pH neutre peut être 
avantageuse dans le cas d ' expériences où le traitement basique n'est 
pas recommandé . 
Les réactifs hétérobifonctionnels photosensibles sont utilisés 
dans des expériences de réticulation chimique des récepteurs 
membranaires avec des ligands . Le ligand est modifié par réaction avec 
le réactif et incubé avec les membranes ou les cellules. Le groupement 
photosensible est activé par photolyse et ainsi les ligands sont liés 
covalemment aux récepteurs. Les membranes sont solubilisées et analy -
sées par électrophorèse (Ji, 1977, Ji, 1979, Kiehm et Ji, 1977, 
Schwartz et al., 1982). De plus, l'ajout d'un isotope radioactif au 
niveau de la membrane ou du ligand facilite l'analyse des résultats. 
Il est important de vérifier l'activité biologique de la protéine 
(ligand) après modification avec le réactif et suite à l'irradiation 
(Ji, 1979). 
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En conclusion, le choix d'un réactif idéal dépendra des 
conditions particulières de l'expérience et du but recherché. Il 
incluera plusieurs paramètres tels: la clivabilité, la 
photosensibilité, l'homo-vs-hétérobifonctionnalité, l'hydrophobicité ou 
l'hydrophilicité, la charge, la spécificité et les dimensions 
moléculaires du réactif (Ji, 1979). 
1.7 But du travail 
Le but du présent travail est la caractérisation partielle des 
sites de liaison de la PRA chez les lymphocytes spléniques porcins, en 
utilisant trois réactifs hétérobifonctionnels photosensibles. Ces 
réactifs sont le succinimido-6-N-(4-azidobenzyl)amino hexanoate, le 
succinimido-6-mercapto-S-(4-azidothiophényl) hexanoate et le 3-[(2-ni-
tro-4-azidophényl)-2-aminoéthyldithio]-N-succinimidyl propionate. Ces 
réactifs ont servi à modifier la phy tohemagglutinine qui a été incubée 
avec les lymphocytes porcins. Les complexes récepteurs-PRA ont été 
solubilisés et analysés par électrophorèse sous différentes conditions. 
Une seconde partie du travail a été celle de vérifier la pos-
sibilité que le(s) récepteur(s) de la PRA des lymphocytes spléniques 
porcins soient phosphory lés suite à la liaison de la PRA . Plusieurs 
récepteurs membranaires s'autophosphorylent suite à la liaison de leur 
ligand respectif et se sont principalement des récepteurs d'hormone de 
croissance; EGF, PDGF , insuline et IGF-1 (Czech, 1984, Runter et 
Cooper, 1985). De même, un récepteur membranaire pour des glycoprotéi-
nes du sérum a été identifié comme étant une phosphoprotéine (Drickamer 
et Mamon, 1982) . Puis que la PRA est connue pour induire la transforma-
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tion lymphocytaire menant à la division cellulaire, l'hypothèse de tra-
vail a été celle que les récepteurs de la PRA puissent être phosphory-
lés, comme dans le cas des récepteurs de certaines hormones de crois-
sance. 
Des lymphocytes spléniques porcins ont été incubés en présence 
de 32p ' puis 
stimulation. 
cultivés en présence de PHA sous conditions optimales de 
Les cellules solubilisées ont été chromatographiées sur 
une colonne d ' affinité Affi-Gel 10 -PHA. Les éluats ont été analysés 
par électrophorèse SDS-PAGE . 
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2.0 MATERIEL ET METHODES 
Les produits utilisés proviennent de Sigma Chemical Co. (St-Louis, 
Missouri), Fisher Scientific Limited (Montréal, Québec), Aldrich Chemi-
cal Co . (Milwaukee, Wisconsin) et Canlab (Montréal, Québec). 
Les milieux, antibiotiques et sérum utilisés pour l'isolement des 
cellules ont été achetés de Grand Island Biological Co. (Grand Island, 
New-York) et de Flow Laboratories Inc . (Montréal, Québec) . 
Les bactéries Staphylococcus aureus souche Cowan I proviennent de 
l'Arnerican Type Culture Collection (Rockville, Maryland) et les milieux 
utilisés pour leur cro issance de Difco Laboratories (Detroit , Michigan) 
Les supports pour les différentes chromatographies ont été obtenus 
de Bio-Rad (Richmond, California) ainsi que le matériel nécessaire aux 
gels d'électrophorèse. 
Les anticorps monoclonaux anti-PHA ont été produits par le Dr . 
Brian Talbot du laboratoire des anticorps monoclonaux, Université de 
Sherbrooke. 
Les produits radioactifs: NaI125 (IMS . 30), [32p]-orthophospha-
te (PBS 13A) et [35s]-SNAP ont été obtenus de Arnersham (Oakville, 
Ontario). 
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2.1 Isolement des lymphocytes spléniques porcins 
Des rates de porc obtenues d'un abattoir local sont lavées 
avec de la saline (0,9% NaCl) supplée en sérum de veau foetal (1%) et 
en antibiotiques (pénicilline G, 10 000 U/ml et streptomycine, 10 
mg/ml). Les organes sont ensuite déchiquetés au moyen d'un hachoir à 
viande manuel et le hachis est recueilli dans du milieu de Gey sans 
CaCl2 (annexe) et tamponné à pH 7,3 avec de l'Hepes (39 mM). Le 
milieu contient également 1% de sérum de veau foetal et 1% 
d'antibiotiques. La suspension est filtrée sur de la mousseline. Le 
filtrat est centrifugé pendant huit minutes à 500xg. Deux lavages sont 
effectués avec le milieu de Gey. Les culots sont alors resuspendus 
(milieu de Gey) et la suspension est déposée délicatement sur un 
coussin de Ficoll 9%- Hypaque 50% (rapport 2,5:1). Après une 
centrifugation de vingt minutes à 300xg, les cellules -formant une 
interface brunâtre- sont recueillies ainsi que le surnageant se situant 
au dessus de l' interface. Les cellules sont de nouveau lavées par 
centrifugation (500xg, 8 minutes). Afin d'éliminer les érythrocytes 
résiduels, une l yse à l'aide de chlorure d'ammonium (NH4Cl 140 mM, 
Tris-Hel 17 mM, pH 7,2) est faite dans un bain agitateur à 37°c 
pendant six minutes. La réaction est arrêtée en diluant avec trois 
volumes de milieu de Gey. Les cellules sont lavées deux fois par 
centrifugation (300xg, 3 minutes) et suspendues dans le milieu 
approprié aux expériences subséquentes après avoir été comptées (violet 
de Crystal). Le rendement de la préparation (1 rate de 170 g environ) 
est de 1-2 X 109 cellules, et la viabilité cellulaire (bleu de 
Trypan) est supérieure à 90 %. 
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2.2 Purification de la PHA 
Nous utilisons de la phytohemagglutinine (PHA) extraite de 
haricots rouges (Phaseolus vulgaris), selon la méthode de Rigas et 
Osgood (1955), et purifiée par affinité sur une colonne de 
Sepharose-thyroglobuline (Felsted et al., 1975). 
2.2.1 Couplage de la PHA à de l'Affi-Gel 10 
La PHA est couplée à un support solide de Affi-Gel 10 suivant 
Doucet (1981) et Dupuis et al. (1985). 
2.3.1 Culture des bactéries Staphylococcus aureus Cowan I 
(1975), 
Les bactéries (ATCC 12598) sont inoculées selon Kessler 
dans un milieu antibiotique 3 (Difco) supplémenté (voir 
annexe), auquel on ajoute 40 mg/l de L-tryptophane et 100 mg/l de 
L-cystéine (Bundesen et Gordon, 1979). L'incubation se fait pendant 24 
à 48 heures à 37°c sous agitation à l'aide d'un appareil "NES 
gyrotory shaker". 
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2.3.2 Préparation des bactéries comme immunoadsorbant 
La méthode de Kessler (197S) est utilisée. Les bactéries sont 
lavées par centrifugation dans du tampon PBS (lSO mM NaCl, 40 mM 
phosphate, pH 7,2 contenant 0,0S% NaN3), resuspendues à une 
concentration de 10% (p/v) et fi xées par traitement avec de la 
formaldéhy de (l,S%) sous agitation pendant 90 minutes à 23°C. Les 
bactéries sont lavées dans le tampon PBS puis tuées par une immersion 
rapide de l ' erlenmeyer dans un bain à 80°c pendant cinq minutes. La 
suspension bactérienne est refroidie rapidement, lavée avec un tampon 
PBS et resuspendue à une concentration de 10% (p/v) dans le tampon 
PBS. Elle est gardée en fraction de deux millilitres à -70°C. 
2.3.3 Isolement de la protéine A 
La protéine A est isolée selon une combinaison des méthodes de 
Sjoquist et al. (1972) et Hjelm et al . (1972). Brièvement, la pâte 
bactérienne est resuspendue dans un tampon Tris-HCl 0 , 0SM, NaCl 0,14SM, 
pH 7,S et placée dans un bain a g itateur à 37°C. De la lysostaphine 
et de la DNase sont ajoutées et le pro grès de la digestion est suivi en 
mesurant l'absorbance à S20 nm. Lorsque cette dernière est constante, 
la suspension bact é rienne est centrifugée (4000xg ,10 minutes) à 4°C . 
Le pH du surnageant est amené à 3,S par addition de HCl SM et le 
précipité est élimi né par centrifugation. Le surnageant est neutralisé 
(pH 7,0) par addition de NaOH SM puis filtré sur filtres Millipore . Le 
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filtrat est chromatographié sur une colonne d'immunoglobulines G liées 
à du Sepharose 4B. La protéine A est éluée à l'aide d'un tampon 
glycine-Hel O,lM, pH 3,0 puis dialysée contre du tampon phosphate 
(0,lM, pH 7,0). 
2.4.1 Phosphorylation des protéines membranaires de lymphocytes 
en présence de PHA 
La mise en évidence de la phosphorylation des protéines 
membranaires de lymphoc y tes purifiés s'effectue selon le protocole de 
Chaplin et al. (1980). Les cellules sont lavées deux fois dans un 
tampon sans phosphate (PFB) puis incubées à 37°C pendant 60 minutes à 
une concentration de 25 ou 50 X 106 cellules/ml dans du tampon PFB 
contenant 10% de sérum de veau foetal dialysé contre le même tampon. 
Les lymphocytes sont lavés par centrifugation, resuspendus dans du 
tampon PFB contenant 10% de sérum de veau foetal dialysé et on ajoute 
0,25 mCi/ml de [32p] - orthophosphate. On incube pendant vingt minutes 
On ajoute ensuite, la PHA à une concentration de 10 ou 50 
ug/ml et les préparations sont incubées pendant dix minutes, trente 
minutes et une, cinq, seize, vingt et quarante heures. Des échantil-
lons témoins ne contenant pas de lectine sont traités simultanément. 
Les cellules sont lavées à quatre reprises par centrifugation avec du 
tampon PFB contenant 10% de sérum de veau foetal dialysé et solubili-
sées par traitement au NP-40 de la façon suivante . Les culots cellu-
laires sont resuspendus dans du tampon (150 mM NaCl, 0,4 mM PMSF dans 
EtOH et 25 mM Tris-HCl à pH 7,4), puis on ajoute un volume égal du même 
tampon contenant 1% (v/v) de NP-40 . Le mélange est gardé sur glace 
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pendant quinze minutes, puis centrifugé à 7000xg pendant trente minu-
tes. Les surnageants sont conservés à 4°C. 
2.4.2 Chromatographie des protéines phosphory lées sur colonne Affi-Gel 
10-PHA 
Chaque échantillon obtenu ci-haut est déposé sur une colonne 
d 'Affi-Gel 10-PHA équilibrée avec NaCl 0,15M, CaCl2 et MgS04 
O,OOlM, Hepes O,OlM et NaN3 0,0 2% pH 7,4. La colonne est éluée avec 
le même tampon jusqu'à ce que la radioactivité de l'éluat soit 
constante. On élue ensuite avec un tampon glycine-Hel à pH 3,0. 
L'éluat est recueilli soit tel quel ou neutralisé par dilution dans une 
solution Hepes 0,5M. Finalement, plusieurs millilitres de tampon "DTT" 
(tampon de régéné ration, 10% SDS, 20 mM DTT ajusté à pH 11,5) sont 
ajoutés à la colonne qui est laissée pour équilibrer pendant au moins 
une heure. On procède ensuite à l'élution avec le même tampon (DTT) et 
on recueille ou non dans une solution d'Hepes 0,5M . Les différents 
éluats (éluat gly cine et éluat DTT) sont ensuite concentrés par 
précipitation à l'éthanol selon la technique de Barclay et al. (1976) 
ou par précipitation au TCA. La première méthode consiste à ajouter de 
l'éthanol jusqu'à une concentration finale de 75%, puis quelques 
gouttes d'acétate de sodium saturé, pour faciliter la floculation du 
précipité. Le mélange est placé à -20°c pendant 48 heures. Le 
précipité est ensuite lavé par centrifugation (1800xg, 30 minutes, à 
-1ooc) avec de l' é thanol absol~ et le surnageant est retiré par 
aspiration. La seconde méthode consiste à ajouter une solution de TCA 
(40%) jusqu'à une concentration finale de 10%, à 4°C, pendant une 
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période d'une heure. Une première centrifugation est faite pendant 
trente minutes (1800xg) . Le précipité est lavé par centri fugation dans 
l'éthanol absolu (1 800xg, 15 minutes). Le solvant résiduel est évaporé 
dans un dessicateur à l'aide d'une pompe à vide. 
2.4.3 Electrophorèse des échantillons radioactifs 
Les différents échantillons sont resuspendus dans une solution 
de SDS 1% et préparés pour l'électrophorèse sur ge l de polyacrylamide 
en présence de SDS. La moitié de chaque échantillon est traitée sous 
conditions réductrices (Doucet,1982) et l'autre sous conditions non-ré-
ductrices i.e. trois minutes à l00°c. Des protéines témo ins commer-
ciales (Pharmacia) sont traitées de la même façon. Finalement, avant 
de déposer les échantillons dans les puits, on ajoute à chacun d'eux 
une solution contenant du SDS 1%, sucrose 25%, bleu de Bromophénol 
0,005%, Tris -HCl 0,313M à pH 6,8. Les gels sont préparés selon Laemmli 
(1970) et ont une épaisseur de 0,75 mm . Le gel séparateur contient 
7,5% de polyacrylamide, et le gel concentrateur contient 4% de DATD. Le 
tampon d'électrophorèse est celui de Laemmli (1970). Un courant ini-
tial de 20 mA est maintenu constant jusqu'à ce que le front de migra-
tion (bleu de Bromophénol) ait pénétré d'une distance de un cm dans le 
ge l 
gel 
séparateur. Le courant est ensuite maintenu constant à 30 mA par 
jusqu'à migration complète du colorant. Les ge ls sont refroidis au 
moyen d'un bain à circulation. La migration prend environ trois heures 
et demi. Les ge ls sont ensuite lavés avec de l'eau distillée puis 
placés pendant une nuit dans une solution de coloration au Bleu de 
Coomassie (0,2% Coomassie Brillant Blue R-250 dans une solution de 25% 
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isopropanol, 10% acide acétique et 65% eau). Les gels sont ensuite 
décolorés (solution sans colorant) et placés entre deux plaques de 
verre scellées avec du ruban gommé afin de procéder à l'autoradiogra-
phie. Les films utilisés sont de marque Kodak XR-5. L'exposition 
varie de deux jours à deux semaines. Dans certains cas, la méthode de 
coloration des gels au nitrate d'argent ammoniacal (Wray et al., 1981) 
a été utilisée. 
Pour certaines e x périences, les bandes de gel sont ensuite 
découpées en tranches de 2 mm et comptées. 
Après la coloration, dans le cas des gels où les protéines 
sont marquées avec le réactif [35s]-SNAP, ils trempent dans une 
solution (trois fois le volume du gel) Enhance (New England Nuclear) 
pendant une heure sous une agitation douce. Ensuite, on précipite les 
agents de fluoro graphie dans le gel en ajoutant de l'eau froide et en 
agitant pendant une heure au max imum, jusqu'à ce que le gel revienne à 
sa taille initiale. Un papier filtre est glissé sous le gel et l'eau 
est aspiré. Finalement, le gel est séché à l'aide d'une pompe à vide 
et d'un appareil "Gel Dryer" de Bio-Rad. On e x pose directement sur un 
film sensible XR-5 et laisse à l ' ultracongélateur. 
Pour les échantillons de protéines irradiées radioactives 
(section 2.8.0), il n' y a pas d'ajout de SDS puisque ceux-ci sont 
solubilisés avec du SDS de même pour les échantillons immunoprécipités. 
2.5.0 Structures des réactifs hétérobifonctionnels utilisés 
Dans cette étude, nous avons utilisé trois réactifs hétérobi-
fonctionnels (figure 5 ). Deux de ces réactifs sont dérivés de l'acide 
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Figure 5 : STRUCTURES DES TROIS REACTIFS HETEROBIFONCTIONNELS 
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3- [2- NlTRO ( 4- AZ IDOPHENYL ) - 2-AMINOETHYLDITHIO ]- N-SUCCINIMIDYL PROPIONATE 
hexanoique (Dupuis et Radwan, 1983). L'un de ces réactifs est le suc-
cinimido-6-N-(4-azidobenzyl)aminohexanoate (I), tandis que l'autre est 
le succinimido-6-mercapto-S-(4-azidothiophényl)hexanoate (II). Le 
réactif Il possède une liaison disulfure clivable, tandis que dans le 
cas du réactif l ' cette fonction est remplacée par un groupement 
amide. Le troisième réactif utilisé (III) est le 3-[( 2-nitro-4-azido-
phényl)-2-aminoethyldithio]-N-succinimidyl propionate ([35s]-SNAP). 
Ce produit est marqué au soufre 35 dans la partie disulfure adjacente 
au groupement phénylazido (Schwartz et al., 1982). 
2.6.0 Modification de la PHA avec les réactifs hétérobifonctionnels 
2.6.1 Réactifs hétérobifonctionnels let Il 
La PHA modifiée par les composés amide et disulfure est 
préparée selon le protocole de Radwan (1982, Dupuii et Radwan, 1983). 
La protéine concentrée à l'aide de polyéthylène g l ycol 15% (p/v) dans 
NaHC03 O,lM et NaC l 0,15M, est refroidie dans un bain de glace et le 
réactif dissout dans du THF est ajouté en cinq portions sur une période 
de trente minutes, sous agitation. La réaction s'effectue à 4°C et à 
l'obscurité. Le mélange réactionnel est ensuite déposé sur une colonne 
(1 cm X 50 cm) de fi ltration sur gel (Bio Gel P-2, 200-400 mesh) équi-
librée avec un tampon PBS à pH 7,3 dans le cas du composé amide (I) et 
à pH 6,0 dans le cas du réactif disulfure (II). L'élution se fait avec 
les mêmes tampons, respectivement. Les fractions contenant la protéine 
modifiée (détection à 280 nm) sont mises ensemble et la concentration 
en protéines est déterminée. La PHA modifiée est conservée en solution 
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à 4°c à l'obscurité. 
2.6.2 Composé hétérobifonctionnel [35s]-SNAP (III) 
Cette modification s'effectue selon les directives de Schwartz 
et al. (1982). Le composé radioactif est conservé dans du toluène. Le 
solvant est évaporé sous un jet d'azote puis le résidu est dissout dans 
du DMF distillé. La PRA (1 mg) di ssoute dans du PBS (283 ul) est ajou-
tée au solide et le mélange est incubé pendant vingt minutes à la tem-
pérature de la pièce et à l'obscurité. La protéine modi fiée (PHA-
[35s]-SNAP) est purifiée par élution sur une colonne (Bio Gel P-2) 
équilibrée avec du tampon PBS à pH 6,0. La PHA-[35s]-SNAP est éluée 
avec le volume d'exclusion de la colonne. Un échantillon de 50 ul de 
chaque tube est mélangé avec du liquide à scintillation de Bray et 
compté au moyen d'un compteur bêta. De plus, la densit é optique à 280 
nm de chaque tube est mesurée. La concentration protéique est 
déterminée par la méthode de Lowry (1951). 
2.7.0 lodation de la PRA modifiée avec le réactif l ou Il 
La méthode utilisée est dérivée des travaux de Majorus et 
Brodie (1972). A une solution de PRA modifiée dans du tampon PBS à pH 
7,3, on ajoute 100 à 300 uCi de Nal251 (Amersham) et la réaction est 
initiée par l'addition de chloramine-T (23 ul d 'une solution 0,8%, par 
mg de PRA) en solution dans de l'eau dégazé. On laisse la réaction se 
poursuivre pendant deux minutes, puis on l'arrête par l'addition d'une 
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solution aqueuse fraîchement préparée de métabisulfite de sodium (36,3 
ul d'une solution 0,48%, par mg de protéine). La protéine radioactive 
modifiée est chromatographiée sur une colonne de Bio Gel P-2 équilibrée 
avec le tampon PBS correspondant (soit pH 7,3 ou pH 6,0, selon la pro-
téine iodée). Les éluats correspondants à la PRA iodée sont rassemblés 
et la radioactivité spécifique est déterminée. Toutes ces étapes sont 
effectuées à l'obscurité. Les PRA modifiées et iodées sont conservées 
en solution tamponnée à 4°c. Le même mode opératoire est employé 
dans le cas de l'iodation de la PRA non-modifiée. 
2.8.0 Expériences d'irradiation des complexes lymphocyte-PRA modifiée 
radioactive 
Les lymphocytes spléniques porcins sont resuspendues dans du 
tampon de Gey, au pH approprié à la protéine modifiée radioactive 
utilisée (pH 7,3 ou pH 6,0). Les étapes suivantes s'effectuent à 
l'obscurité. Chaque tube contient 200 X 106 cellules dans un volume 
de un ml de tampon Gey. On ajoute 200 ug de chaque échantillon de PRA 
modifiée radioactive et on incube pendant trente minutes à 37°C, sous 
agitation. Trois lavages sont ensuite effectués par centrifugation 
(150xg) pendant trois minutes. Les cellules sont ensuite resuspendues 
dans un ml de tampon Gey et transferrées dans une bouteille (10 ml) à 
large ouverture et à fond plat, contenant un barreau magnétique micro. 
Les cellules sont irradiées au moyen d'une lampe ultraviolette placée à 
neuf cm au dessus des échantillons refroidis au moyen d'un courant 
d'air. L'expérience de photolyse dure pendant quinze minutes. On 
ajoute ensuite 200 ug de PRA non-radioactive à chaque échantillon, on 
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laisse sous agitation pendant vingt minutes et on lave ensuite trois 
fois par centrifugation. Les échantillons sont ensuite suspendus dans 
200 ul de tampon Gey. 
2.8.1 Solubilisation des lymphocytes irradiés 
Traitement au NP-40 
A chaque échantillon de lymphocytes irradiés, on ajoute un 
volume de 200 ul de tampon Tris contenant 1% de NP -40 et également 2 ul 
de PMSF (50 uM en solution dans l'éthanol). On incube dans un bain de 
glace pendant quinze minutes. 
7000xg pendant trente minutes. 
conservés à 4oç. 
Traitement au SDS 
Le mélange est ensuite centrifugé à 
Les surnageants sont recueillis et 
Les lymphocytes irradiés sont lysés suivant la méthode de Mann 
et al. (1969), laquelle utilise des cycles de ge l/dégel consécutifs. 
Les cellules sont congelées dans l'azote liquide puis décongelées sous 
un courant d'eau chaude (quatre fois). On centrifuge ensui te à 450xg 
pendant di x minutes. Le surnageant est recueilli et traité avec du SDS 
à une concentration finale de 3% (p/v) pendant trois minutes à l00°c. 
L'extrait est conservé à 4°c. 
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2.8.2 Immunoprécipitations des échant i llons solubilisés au NP-40 
A chaque échantillon solubilisé au NP-40, on ajoute SOO ug (SS 
ul) d'anticorps monoclonaux anti-PHA (ascite SHl) et on incube pendant 
une heure à 4°C, sous agitation rotatoire. On ajoute dix volumes 
d'une solution à 10% (dans le tampon PBS) de bactéries Staphylococcus 
aureus Cowan I fi xées et on incube de nouveau pendant une heure à 4°C 
sous agitation . Des échantillons témoins contenant du sérum non immun 
et/ou des bactéries sont traités simultanément. Les échantillons sont 
centrifugés à 7000x g pendant trois minutes et lavés à trois reprises 
avec du tampon PBS contenant O,OS% NaN3 . Les culots sont resuspendus 
avec 120 ul d'une solution 4% SDS-6M urée, par agitation sur Vortex . 
Ces mélanges sont chauffés pendant trois minutes à l 00°c. On c entri-
fu ge à 7000xg pendant cinq minutes et les surnageants sont conservés à 
4°c (Kessler,197 S , Juliano et Li, 1978) . 
2.9.0 I odation des protéines membranaires de lymphocytes purifiés 
Nous utilisons la méthode de Chenet al . (1978) . Des l ympho -
cytes spléniques porcins purifiés (9 X 107 cellules ou plus) sont 
suspendus dans deux ml de tampon 1 (NaCl 78 mM, Na2HP04 S7 mM, 
KH2P04 18 mM, pH 7,2) auquel on ajoute 11 mg de glucose et 2S O ug 
de lactoperox idase. On ajoute Nal2Sr (1 mCi) dilué avec le tampon 
de marqua ge 2 (NaCl 47 mM, Na 2HP04 S7 mM, KH2P04 18 mM, pH 7,2) 
et neutralisé avec HCl lN . La réaction est initiée par l'addition de 
lSO mU de glucose ox idase ( Si gma) et se poursuit pendant une période de 
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quinze minutes à la température de la pièce. La réaction est arrêtée à 
l'aide de trois lavages dans le tampon de marquage 2 par centrifugation 
à 150xg pendant trois minutes. Les cellules sont alors resuspendues 
dans le tampon appropr i é pour les e x périences d'irradiation. Ces 
dernières sont e f fectuées selon le même protocole que celui décrit 
précédemment sauf que la PRA modifiée ajoutée n'est pas iodée. 
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2.10.0 Analyse des protéines irradiées radioactives par la technique 
diagonale 
Cette technique dérive des travaux de Wang et Richards 
0974). Une première électrophorèse est réalisée avec des échantillons 
solubilisés des e xpériences de marquage in situ des récepteurs de la 
PHA, traités sous conditions non-réductrices. L'électrophorèse 
terminée, le gel est déposé dans un plat de verre contenant de l'eau 
distillée le tout sur glace. On coupe la bande de gel désirée qui est 
ensuite délicatement déposée à l'aide d'une feuille de plastique sur le 
haut d'un second gel . Celui-ci consiste en: un gel séparateur de 13 
cm ayant une épaisseur de 0,75 mm et une concentration en polyacrylami-
de de 7,5%, un gel concentrateur de 1,5 cm ayant une concentration de 
4% en DATD puis finalement un gel "réducteur" de 2,5 cm d'agarose 1,5% 
(en solution dans le tampon d'électrode Tris-glycine) contenant 10% de 
2-mercaptoéthanol et 1% de SDS. Pour faciliter le dépôt de la bande de 
gel sur la couche d ' agarose, les premières pinces sont retirées de 
l'appareil et les plaques de verre sont légèrement écartées . La bande 
ainsi déposée, on ajoute encore de l'agarose pour faire contact entre 
les deux gels et on laisse gélifier en ayant soin de former un mince 
puits à côté de la bande afin d'y déposer un échantillon de protéines 
standards traité sous condition non-réductrice (standard précoloré de 
Bio-Rad). L'électrophorèse est réalisée au moyen du tampon de Laemmli 
(1970) . On dépose quelques microl i tres de solution de bleu de Bromo -
phénol (section 2.4.3) au sommet du gel afin de suivre la migration des 
échantillons. L'électrophorèse s'effectue à un courant constant de 20 
mA jusqu'à ce que le bleu de Bromophénol soit presque sorti du gel 
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réducteur (environ 0,5 cm). On arrête le courant pendant trente 
minutes 
constant 
puis on repart l'électrophorèse et maintient un courant 
de 30 mA jusqu'à la fin de la mi gration du bleu de 
Bromophénol. Le gel est déposé dans une solution fixatrice (tampon de 
décoloration) pendant une nuit et préparé pour l'autoradiographie tel 
que décrit en section 2.4.3. 
2.11.0 Marquage des protéines à l'iode-125 après séparat i on sur gel de 
polyacry lamide en présence de SDS 
La méthode utilisée est dérivée des travaux de Elder et al. 
(1977). Le gel coloré dans une solution de bleu de Coomassie est déco-
loré, lavé avec de l'isopropanol 25% pendant trente minutes, puis avec 
du méthanol 10%. Le gel est transféré dans un sac en plastique conte-
nant 75 ml de tampon phosphate (0,5 M, pH 7,5) auquel on ajoute 500 uCi 
de Nal251 (Amersham) et une solution de chloramine-T (concentration 
finale de 2%). Le sac est scellé et après quarante-cinq minutes d'in-
cubation sous agitation lente, la réaction est arrêtée par addition de 
métabisulfite de sodium (concentration finale de 12,5%) pendant une pé-
riode de quinze minutes. Le gel est rincé plusieurs fois avec le tam-
pon phosphate pu i s trempé dans la solution de décoloration jusqu'à ce 
que la quantité de radioactivité libre soit faible. Le gel est trempé 
dans une solution d'acide acétique 7% contenant 2% à 3% de DMSO pendant 
une période de deux heures et seché à l'aide d'un " gel Dryer" (Bio-Rad) 
relié à une pompe à vide. L'autoradiographie est effectué en exposant 
le gel séché à un film XR-5 (Kodak). Le film est laissé pendant diffé-
rentes périodes de temps variant de un jour à deux semaines, à -70°c. 
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2.12.0 Etude de la liaison de la PHA-1125 aux protéines séparées par 
électrophorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS 
Pour cette étude, les étapes suivies sont les mêmes que celles 
décrites par Dupuis et Doucet (1981). Brièvement, les gels sont fixés 
dans un mélange propanol:acide acétique:eau (5:2:13, v/v) puis ils sont 
lavés dans du tampon PBS. Chaque gel est placé dans un tampon PBS 
contenant de la PHA-1 251 (3 mg) pendant vingt heures à la température 
de la pièce. La lectine non-liée est éliminée par plusieurs lavages 
avec du tampon PBS jusqu'à ce que la radioactivité atteigne un niveau 
minimal. Les gels sont ensuite préparés pour l'autoradiographie tel 
que décrit à la section 2.4.3. 
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3.0 RESULTATS 
3.1.0 Etudes de phosphorylation 
3.1.1 Chromatographie des échantillons de protéines lymphocytaires 
phosphorylées sur colonne d'Affi-Gel 10-PRA 
Le tableau 1 montre les résultats obtenus en chromatographiant 
des solubilisats de lymphocytes stimulés pendant différentes périodes 
de temps avec de la PRA, sur une colonne Affi-Gel 10- PRA. L'éluat 
glycine réfère à la fraction obtenue en éluant les proté ines liées avec 
du tampon glycine à pH 3,0 et l'éluat DTT réfère à la fraction obtenue 
en éluant les protéines liées avec un tampon DTT à pH 11,5 (voir sec-
tion 2.4.2). 
L'incorporation de 32p max imale est observée avec un temps 
d'incubation de seize heures en absence de lectine. La phosphorylation 
obtenue avec des échantillons témoins (sans lectine) est dans tous les 
cas supérieure à celle obtenue dans le cas d'échantillons incubés avec 
la lectine. 
3.1.2 Electrophorèse des solubilisats de lymphocytes phosphorylés et 
stimulés par la PRA, avant et après élution sur une colonne 
d' Affi -Gel 10 -PRA 
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Tableau 1: RESULTATS DE L'ELUTION, SUR COLONNE D'AFFI-GEL 10-PHA, 
DE SOLUBILISATS DE LYMPHOCYTES INCUBES EN PRESENCE D'OR-
THOPHOSPHATE [32p] ET STIMULES PAR LA PRA. 
L'éluat glycine réfère à l'échantillon obtenu en éluant 
les protéines liées avec un tampon glycine (0,1 M) à pH 
3,0 et l'éluat DTT réfère à l'échantillon obténu en 
éluant les protéines liées avec un tampon Hepes conte-
nant du DTT à pH 11,5 . 
CONDITIONS TEMPS 
INCUBATION INCUBATION 
5ox106 5 heures 
cellules/ml 16 heures 
+ lOug PHA 40 heures 
5ox106 5 heures 
cellules/ml 16 heures 
+ 
50 ug PRA 40 heures 
ELUAT GLYCINE ELUAT DTT 
LECTINE SANS LECTINE LECTINE SANS LECTINE 































Des solubilisats de lymphocytes stimulés à la PHA et 
phosphorylés ont été séparés par électrophorèse sur gel SDS -PAGE sous 
conditions réductrices. Les bandes de gel obtenues ont été coupées en 
tranches de deux mm et comptées. Les résultats obtenus sont représen-
tés à la figure 6 . Huit bandes radioactives sont séparées et possèdent 
des masses moléculaires de 23-25, 31-33, 48, 64, 101, 158, 225 et 230 
kilodaltons. La radioactivité associée à ces bandes est plus basse 
dans le cas des échantillons incubés en présence de la PHA. Des éluats 
(glycine et DTT) ont été concentrés et préparés pour électrophorèse 
sous conditions réductrices. Un autoradiogramme a révélé la présence 
d'une bande radioactive dans le bas du gel ayant une masse moléculaire 
de 23 -25 kilodaltons pour l'éluat glycine et de 31-33 kiloda ltons pour 
l'éluat DTT (résultats non montrés). 
3.2.0 Marquage in situ par photoaffinité du (des) récepteur(s) de la 
PHA 
3.2.l Analyse des solubilisats de lymphocytes incubés avec PHAm-12~1-
I ou PHAm-1251-Il et phosphorylés, par électrophorèse sur gel 
de polyacrylamide en présence de SDS 
Les lymphocytes spléniques porcins (200 X 106 cellules) ont 
été incubés simultanément avec de la PHA modifiée avec le réactif I et 
II radioactive à des quantités de 50 et 200 ug, photolysés puis 
solubilisés par traitement au NP-40 . Les solubilisats lyophilisés ont 
été resuspendus dans du tampon d'électrode (Tris-glycine). Les protéi-
nes des différents échantillons ont ensuite été séparées par électro-
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Figure 6: PATRON D'ELECTROPHORESE SUR GEL SDS-PAGE (CONDITIONS 
REDUCTRICES) DE SOLUBILISATS DE LYMPHOCYTES INCUBES AVEC 
ORTHOPHOSPHATE [32p] ET STIMULES PAR LA PHA. 
Des lymphocytes porcins (50 X 106 cellules/ml) ont été 
incubés dans un milieu contenant de l'ortho-phosphate-
[32p] pendant seize heures en absence (-• -) et en pr~­
sence (-• -) de PHA (50 ug/ml) et solubilisés (NP-40). 
L'analyse a été faite par électrophorèse sur gel SDS-PAGE 
en conditions réductrices. Les gels ont été coupés en 
tranches de 2 mm et comptés. Les flèches représentent 
les masses moléculaires des protéines standards en kilo-
kilodaltons: catalase (232), lactate deshydrogP.nase (140) 
phosphorylase b (94), BSA (67), ovalbumine (43) et anhy-


















232 140 94 67 43 30 
-f ~ ~ ~ ~ ~ 
0 L---2+--4+--6f---8f---1Jt-~12'::::-~14f-::--~16':--~1':--~20t--~22'::::-~24':--~25f-::--~28==-~3J=--~32~3~4~3~5~-t--40~ 
No. de la bande de gel (2 mm) 
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phorèse sur gel SDS sous conditions réductrices et non réductrices. La 
figure 7 montre un profil représentatif des résultats obtenus par 
découpage du gel en bandelettes de deux mm. Le tableau 2 montre 
quantitativement les résultats d'une expérience similaire. Pour 
interpréter les résultats, nous avons procédé par soustraction de la 
masse moléculaire de monomères, dimères et trimères de PRA. En effet, 
une électrophorèse effectuée sur des échantillons de PRAm-125I-I et 
PHArn-125I-II photo lysée a montré la présence principalement de 
monomères et de dimères et trimères en plus faibles quantités. Les 
complexes contenant plus de trois molécules de PRA ont été en très 
faibles quantités. 
Les résultats ainsi analysés permettent de mettre an évidence 
des protéines réceptrices possédant des masses moléculaires de 50, 70, 
100 et 155 kilodaltons. 
3.2.2 Analyse de l ymphocytes incubés avec de la PHArn-125I-II, photo-
lysés et solubilisés. L'électrophorèse a été faite par gel SDS-
PAGE selon la technique diagonale et il y a eu réiodation des 
composants du gel obtenu 
Les lymphocytes spléniques porcins (200 X 106 cellules) ont 
été incubés avec 100 ug de PHA-125I modifiée avec le réactif II, pho-
toly sés puis solubilisés avec SDS. Les protéines des différents solu-
bilisats ont été séparées par électrophorèse sur gel SDS-PAGE selon la 
technique diagonale de Wang et Richards (1974). Une première autoradio 
graphie a été effectuée puis les composants séparés ont été réiodés et 
radiographiés. La figure 8 est une représentation schématique à l'é-
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Figure 7: ANALYSE ELECTROPHORETIQUE REPRESENTATIVE D'UN SOLUBILISAT 
DE LYMPHOCYTES SPLENIQUES PORCINS INCUBES AVEC DE LA PHAm-
125-I- I ET PHOTOLYSES 
Des lymphocytes porcins (200 X 106 cellules) ont été 
incubés avec de la PHAm-125I-I, photolysés puis solubili-
sés (NP-40) . Les solubilisats ont été analysés par élec-
trophorèse sur gel SDS-PAGE sous conditions non-réductri-
ces. Le gel a été découpé en bandelettes de deux mm. Le 
Rf représente la migration relative des protéines par rap-
port au front du solvant et PM se réfère à la masse molécu-
laire. Les masses moléculaires (kilodaltons) de protéines 
témoins sont indiquées: thyroglobuline (330), catalase 
(232), lactate deshydrogénase (140), phosphorylase b (94), 

























0,1 0,2 0,3 0.5 0,6 0,7 0,6 0,9 Rf 
S30kd 94~d 43kd PM 
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Tableau 2: RESULTATS QUANTITATIFS OBTENUS PAR ELECTROPHORESE SUR GEL 
SDS-PAGE DE SOLUBILISATS DE LYMPHOCYTES INCUBES AVEC DE LA 
PHAm-125I-I ET DE LA PHAm-125I-II ET PHOTOLYSES. 
Des lymphocytes spléniques porcins (200 X 106 cellules) 
ont été incubés avec de la PHA-125I modifiée avec le 
réactif I (PHAm-125I-I) ou II (PHAm-125I-II) à des 
concentrations de 50 et 200 ug/ml, photolysés puis solu-
bilisés (NP-40). Les solubilisats ont été séparés par é-
lectrophorèse (SDS-PAGE) sous conditions non-réductrices. 
Le gel a été découpé en tranches de deux mm et ces der-
nières ont été comptées. 
BANDE PHAm- 1251-(l) 
Mr X 10-3 50 ug 200 ug 
28-30 K 6600 dpm 8580 dpm 
60 K 1860 dpm 4250 dpm 
75-80 K 935 dpm 2730 dpm 
86 K 
95-105 K 1360 dpm 1980 dpm 
130 K 510 dpm 1450 dpm 
158-163 K 370 dpm 1350 dpm 
180-190 K 315 dpm 1110 dpm 
208-215 K 305 dpm 1075 dpm 
230-250 K 350 dpm 885 dpm 
PHAm- 1251-(I l) 
50 ug 200 ug 
3665 dpm 5260 dpm 
680 dpm 1440 dpm 
410 dpm 1315 dpm 
290 dpm 1015 dpm 
250 dpm 685 dpm 
245 dpm 625 dpm 
175 dpm 480 dpm 
125 dpm 440 dpm 
90 dpm 420dpm 




Figure 8: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'AUTORADIOGRAMME OBTENU 
SUITE A LA REIODATION DES COMPOSANTS DU GEL D'UNE ELEC-
TROPHORESE SDS-PAGE SELON LA TECHNIQUE DIAGONALE DE LYM-
PHOCYTES INCUBES AVEC DE LA PHAm-125I-II, PHOTOLYSES 
ET SOLUBILISES. 
Des lymphocytes porcins (200 X 106 cellules) ont été 
incubés avec de la PHAm-125I-II, photolysés puis solu-
bilisés (SDS). Les solubilisats ont été analysés par 
électrophorèse sur gel SDS-PAGE selon la technique diago-
nale. Un autoradiogramme du gel a d'abord été fait puis 
les composants du gel réiodés. Les bandes hachurées re-
présentent la radioactivité détectée sur le premier auto-
radiogramme. Les trois autres bandes ont été mises en 
évidence après la réiodation des composants du gel. La 
diagonale obtenue est représentée en pointillé. La flè-
che situe le front de migration du colorant bleu de Bro-


























chelle des résultats obtenus. Sur la première autoradiographie, deux 
bandes protéiques radioactives sont visibles en dehors de la diagonale, 
toutes deu x de 61-63 kilodaltons (hachurées sur le schéma). Suite à la 
réiodation du gel trois nouvelles bandes radioactives apparaissent en 
plus des deux précédentes deux bandes de 75-78 kilodaltons et une 
bande de 98 kilodaltons qui pourraient correspondre à des protéines de 
masses moléculaires de 185, 134 et 180 kilodaltons respectivement dans 
la première dimension (voir discussion) . 
Un échantillon du solubilisat de la même expérience a été sé-
paré par gel SDS en une seule dimension (sous conditions non réductri-
ces) et la bande de gel a été analy sée par autoradiographie . Plusieurs 
bandes radioactives ont été obtenues et ont des masses moléculaires de: 
33, 65, 102, 126, 153, 165, 183 et 205 kilodaltons. 
3.2.3 Mise en évidence des protéines séparées par électrophorèse et 
liant la PHA-1251; les protéines proviennent de lymphoc y tes 
incubés avec de la PHAm-125 1 -11 et photoly sés . 
Les lymphocytes ont été incubés comme à la section 3.2.2, sauf 
que 200 ug de PHA-125 1 modifiée avec le réactif Il ont été utilisés. 
Le gel est coloré au bleu de Coomassie puis au nitrate d'argent . Fina-
lement le gel a été incubé avec de la PHA-1251 et analy sé par autora-
diographie . 
figure 9. 
L'autoradiogramme obtenu est schématisé à l'échelle à la 
Suite à la coloration au bleu de Coomassie, trois bandes de 
masses moléculaires de 29, 42 et 63 kilodaltons ont été obtenues. Sui-
te à la coloration au nitrate d'ar gent, deu x bandes nouvelles de 51 et 
85 kilodaltons ont ét révélées. L'autoradiogramme montre que cinq ban-
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Figure 9: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE L'AUTORADIOGRAMME OBTENU 
APRES INCUBATION, AVEC DE LA PHA-125I, DU GEL D'ELEC-
TROPHORESE SDS - PAGE SELON LA TECHNIQUE DIAGONALE DE SOLU-
BILISATS DE LYMPHOCYTES INCUBES AVEC DE LA PHArn- 125I-II 
ET PHOTOLYSES. 
Les protéines du solubilisat de lymphocytes porcins 
(200 X lo6) incubés avec de la PHArn- 125I - II et photo -
lysés ont été séparées par électrophorèse sur gel SDS -
PAGE se l on la technique diagonale puis l e gel a été in-
cubé avec de la PHA-125I . La migration a été faite 
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des radioactives de 29, 34, 40, 49 et 59 kilodaltons lient la PRA ra-
dioactive. 
3.2.4 Autoradiogramme de lymphocytes incubés avec de la PHAm-111 photo-
lysés, solubilisés et analysés par SDS-PAGE 
Les lymphocytes ont été incubés en présence de 200 ug de PRA 
modifiée avec le réactif Ill puis traités comme en 3 . 2 . 2. Les 
protéines du solubilisat ont été séparées par électrophorèse sur gel 
SDS-PAGE sous conditions réductrices. Une autoradiographie montre la 
présence de trois bandes radioactives de 48, 65 et 74 kilodaltons 
(résultats non montrés). Des échantillons de la PRA modifiée avec le 
réactif Ill et radioactive ont été photolysés et analysés de la même 
façon. Deux bandes ont été retrouvées et ont des masses moléculaires 
de 35 et 37 kiloda ltons sous conditions non réductrices et de 33 et 35 
kilodaltons sous conditions réductrices. Ces bandes correspondent 
probablement aux sous-unités constitutives de la PRA . 
3.2.5 Mise en évidence des récepteurs de la PRA à l'aide de lymphocytes 
radioiodés incubés avec de la PRAm-11, photolysés et solubilisés . 
Analyse des solubilisats par ge l SDS-PAGE selon la technique 
diagona le. 
Des l ymphocytes ont été marqués avec de l'iode 125 (section 
2 . 9.0) puis incubés en présence de 200 ug de PRA modifiée avec le 
réactif Il . Les suspensions de lymphocytes ont ensuite été photolysés, 
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solubilisés au moyen du NP-40 et immunoprécipités avec des anticorps 
anti-PHA (section 2.8.2). L'immunoprécipité a été séparé par électro-
phorèse sur gel SDS-PAGE en utilisant la technique diagonale. Trois 
"taches" radioactives (figure 10) de masses moléculaires de 31, 36 et 
56 kilodaltons ont été observées. 
Un échantillon de la même expérience a été analysé en une 
seule dimension et on retrouve plusieurs bandes radioactives ayant des 




Figure 10: AUTORADIOGRAMME D'UNE SEPARATION SUR GEL SDS SELON LA 
TECHNIQUE DIAGONALE DES PROTEINES DU SOLUBILISAT OBTENU 
APRES MARQUAGE DES LYMPHOCYTES A L'IODE 125, INCUBATION 
DE CEUX-CI AVEC DE LA PHAm-II ET PHOTOLYSE 
Les protéines membranaires de lymphocytes porcins (200 X 
106) ont été marquées avec de l'iode 125 puis les lym-
phocytes ont été incubés avec de la PHAm-II, photolysés 
et solubilisés (NP-40). Les solubilisats ont été sépa-
rés par électrophorèse sur gel SDS-PAGE selon la techni-
que diagonale. L'analyse des résultats a été faite par 
autoradiographie du gel . La migration a été faite vers 
l'anode. 
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4.0 DISCUSSION ET CONCLUSION 
Les récepteurs de la PHA étant présents en faible quantité sur la 
surface cellulaire, il est nécessaire d'utiliser un tissu-source qui 
procure un nombre appréciable de lymphocytes. La rate de porc est dans 
ce contex te un organe de choix puisqu'il permet d'isoler entre un et 
deux milliards de cellules par rate tout en étant facile à obtenir. La 
technique utilisée est simple et e x ige peu de matériel. 
4.1 Etude de la phosphory lation des protéines de lymphocytes spléniques 
porcins stimulés par la PHA 
Plusieurs récepteurs membranaires, principalement ceux d'hormones 
de croissance, s'autophosphorylent suite à la liaison de leur ligand 
respectif. Puisque la PHA est connue pour son action mitogénique, nous 
avons tenté de vérifier si son (ses) récepteur(s) se phosphorylai(en)t 
suite à la liaison de la PHA. Une telle phosphorylation pourrait jouer 
un rôle majeur dans l'expression du signal mitogénique (Chaplin et al., 
1980). 
Chaplin et al. (1980) ont montré une augmentation rapide de la 
phosphorylation de 
kilodaltons) suite 
plusieurs protéines de lymphocy tes (entre 30 et 200 
à leur incubation en présence de PHA (1 ug à 40 
ug/ml). L'incorporation max imale de phosphate radioactif (32p) est 
observée après di x minutes. 
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A des temps de dix et trente minutes et à une concentration de 
10 ug/ml de PRA, nous avons observé aucune phosphorylation de protéines 
retenues par une colonne d'Affi-Gel 10-PHA (tableau 1), laquelle 
retient les récepteurs de la lectine. En utilisant une dose plus 
élevée (50 ug) et plus de cellules (50 X 106 cellules/ml), on 
remarque la présence de protéines marquées et retenues sélectivement, 
mais seulement après des temps d'incubation supérieurs à cinq heures. 
Par contre, cette phosphorylation est plus élevée dans le cas des 
lymphocytes incubés en absence de lectine. Le tampon glycine permet 
d'éluer les glycoprotéines auxquelles se lie la PRA alors que le tampon 
Hepes contenant du DTT élue les composantes fortement retenues sur la 
colonne. On remarque que le maximum de radioactivité est recueilli 
lors de l'élution avec le tampon Hepes contenant du DTT. 
L'étude par électrophorèse des différents éluats de la colonne 
Affi-Gel 10-PHA montre la présence de bandes radioactives de faibles 
masses moléculaires (23-25 et 31-33 kilodaltons). L'électrophorèse des 
solubilisats de cellules stimulées et phosphorylées 'montre la présence 
de bandes radioactives correspondant à des protéines de masses 
moléculaires se situant entre 23 et 230 kilodaltons tout comme Chaplin 
et al. (1980). Par contre , on ne peut affirmer que ces protéines 
phosphorylées soient identiques à celles observées par Chaplin et al. 
puisque le temps d'incubation de nos expériences (5 heures) est 
supérieur à celui utilisé (10 minutes) par cet auteur. 
Il semble donc que les protéines phosphorylées retrouvées dans les 
éluats de la colonne d'affinité ne jouent pas un rôle dans les étapes 
initiales de la transformation lymphocytaire comme le suggèraient les 
résultats obtenus par Chaplin et al. puisqu'elles ne sont apparentes 
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qu'après un temps d'incubation prolongé. 
4.2 Marquage in situ par photoaffinité du (des) récepteur(s) de la PRA 
La chromatographie d'affinité et les e x tractions différentielles 
sont utilisées pour l'isolement et l'identification de récepteurs mem-
branaires (Ji, 1977) à partir de tissu solubilisé. Les réactifs hété-
robifonctionnels photosensibles permettent l'isolement de ces récep-
teurs in situ. 
Ces réactifs ont l'avantage d'éliminer en partie le problème de la 
multiplicité des produits réticulés puisque la réaction peut être con-
trôlée. De plus, la réaction se fait dans les conditions physiologi-
ques de la cellule, ceci permettant d'éliminer les fausses interpréta-
tions dues à de la dégradation ou à une perte d'activité biologique du 
récepteur lors de la solubilisation. Finalement, si le réactif est 
clivable, l'analyse peut être simplifiée encore plus à l'aide d'électro 
phorèse sur gel utilisant la technique diagonale. Plusieurs auteurs 
ont utilisé ces différents avantages pour la caractérisation de 
récepteur (Das et al., 1977, Ji, 1977, Jaffe et al., 1980, Schwartz et 
al., 1982, Schwartz, 1985). 
Dans ce travail, nous avons utilisé trois réactifs différents dont 
deux clivables via des liens disulfures. La méthode de marquage a été 
la même dans tous les cas, seule la méthode d'analyse des résultats 
différait d'une e xpérience à l'autre. Le tableau 3 montre un résumé 
d~s résultats obtenus avec les différentes méthodes d'analyse utili-
sées. 
La première méthode (3.2.1) a été l'électrophorèse sur gel SDS-PAGE 
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Tableau 3: RESUME DES RESULTATS OBTENUS PAR MARQUAGE in situ DES 
RECEPTEURS DE LA PHA ET MISE EN EVIDENCE DES PROTEI NE S 
RECEPTRICES SELON DIFFERENTES METHODES D'ANALYSE. 
Les résultats obtenus proviennent d'électrophorèse sous 
conditions réductrices à l'exception du premier résultat 
(section 3.2.1) tel qu'indiqué entre parenthèses. 
METHODES D'ANALYSE UTILISEES 
Electrophorèse sur ge l SDS-PAGE en 
une dimension (section 3.2.1) 
Gel SDS-PAGE selon la technique 
diagonale et réiodation du gel 
(section 3.2.2) 
Gel SDS-PAGE selon la technique 
diagonale et incubation du gel 
avec de la PHA-125I (section 3.2.3) 
Marquage avec de la PHAm-III 
et gel SDS-PAGE en une dimension 
(section 3.2.4) 
Lymphocytes radioiodés avec de l'iode 
125, incubation avec de la PHAm-II 
MASSE MOLECULAIRE 
DES RECEPTEURS 
MIS EN EVIDENCE 
(kilodaltons) 
(conditions réductrices) 
50, 70, 100, 155 
(cond. non-réductrices) 
75-78 
29, 34, 40, 49 et 59 
48, 65 et 74 
et gel SDS selon la technique diagonale 
(section 3.2.5) 31, 36 et 56 
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en une dimension (conditions non-réductrices) des solubilisats de 
lymphocytes incubés en présence de PHAm-1251-1 et de PHArn-1251-11 
et photolysés. Le gel obtenu a été coupé en bandelettes de deux mm et 
ces bandelettes ont été comptées. Le patron obtenu (figure 7) est 
complexe et difficile à analyser. L'interprétation des résultats est 
faite en tenant compte de la présence de monomère, dimère et trimère de 
PHA (28-30, 60, 86 kilodaltons) et nous avons procédé par 
soustraction. Les résultats ainsi obtenus (tableau 2) permettent de 
mettre en évidence des protéines de masses moléculaires de 50, 70, 100 
et 155 kilodaltons, lesquelles pourraient représenter les récepteurs 
lymphocytaires de la PHA. Notons que cette méthode est indirecte et 
peut amener plusieurs erreurs. 
Par contre, on constate une analogie de nos résultats avec les 
résultats obtenus par Dupuis et al. (1985). Ces auteurs ont solubilisé 
des lymphocytes à l'aide du NP-40 et ont purifié les solubilisats par 
chromatographie d'affinité sur une colonne d'Affi-Gel 10-PHA. Les 
glycoprotéines retenues ont été éluées avec un tampon glycine à pH 3,0 
et analysées par électrophorèse SDS-PAGE. Les résultats montrent la 
présence de plusieurs bandes majeures, positives au bleu de 
Coomassie,bandes ayant des masses moléculaires de 50-55, 75, 95, 130 et 
155 kilodaltons ainsi que plusieurs bandes mineures de 20-40, 42, 45, 
60-65, 175 et 200-250 kilodaltons. 
Allan et Crumpton (1973) utilisant de la PHA-1251 et des 
lymphocytes porcins de ganglions ont mis en évidence une protéine 
réceptrice de 60 000 daltons dans le cas d'une incubation avec un excès 
de PHA. Alors qu'Alexander et al. (1978) obtenaient plusieurs bandes 
en utilisant une méthodologie similaire à la nôtre, sans toutefois 
utiliser des agents de réticulation. Trois bandes majeures se 
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situaient à des masses moléculaires de 117 000, 180 000 et 190 000 
daltons, par contre les bandes d'intensité moyennes retrouvées se 
situaient à 29 ,32, 41, 58, 64, 93 et plusieurs à plus de 100 
kilodaltons. 
Les récepteurs de PRA ont également été analysés par la technique 
diagonale. Dans ce cas, les lymphocytes ont été incubés avec de la 
PHAm-1251-11, photolysés et solubilisés. Les solubilisats ont été 
analysés par électrophorèse sur gel SDS-PAGE selon la technique 
diagonale (autoradiographie). La mise en évidence des récepteurs a été 
faite après iodation des composantes du gel, in situ (3.2.2). 
Les résultats montrent la présence de deux bandes radioactives de 
61-63 kilodaltons lors de la première autoradiographie, ces bandes 
correspondraient bien à des dimères de PRA. Suite à la réiodation 
trois nouvelles bandes apparaissent, deux de 75-78 kilodaltons et une 
de 98 kilodaltons (figure 8). On remarque que la bande de 98 
kilodaltons ne correspond à aucune bande radioactive présente lors de 
la première autoradiographie et de ce fait ne doit pas représenter un 
récepteur mais plutôt une protéine contaminante de la membrane non 
reliée à la PRA mais possèdant un lien clivable. 
A l'examen de ces résultats, on remarque aussi que la somme des 
masses moléculaires des deux paires de bandes radioactives donnent 
environ 134 et 195 kilodaltons en assumant qu'une protéine réceptrice 
de 75-78 kilodaltons lie un à deux dimères de PRA respectivement. La 
position de ces protéines au niveau de la diagonale vérifie la 
possibilité d'une telle hypothèse. La possibilité d'avoir un récepteur 
de PRA ayant une masse moléculaire approximative de 70 kilodaltons 
avait aussi été remarquée avec les travaux de Dupuis et al. (1985) et 
lors de l'expérience détaillée à la section 3.2.l laquelle utilisait 
une électrophorèse sous conditions non-réductrices de solubilisats de 
lymphocytes. 
Nous avons aussi utilisé une technique additionnelle afin 
d'analyser les récepteurs de la PRA. Dans ces expériences, les 
lymphocytes ont été incubés avec de la PHAm-1251-11, photolysés puis 
solubilisés. Les protéines des solubilisats ont été séparées par 
électrophorèse sur gel SDS-PAGE en utilisant la technique diagonale . 
Par contre, le gel a été incubé avec de la PHA-1251 dans le but de 
mettre en évidence les protéines liant la PRA. Cinq bandes 
radioactives ont été obtenues: 29, 34, 40, 49 et 59 kilodaltons 
(figure 9). Quatre de ces bandes ont pu être visualisées soit par 
coloration au bleu de Coomassie, soit par coloration au nitrate 
d'argent. De nouveau on retrouve des bandes ayant une masse 
moléculaire approximative de 50 kilodaltons et 60 kilodaltons (tableau 
3). 
Par contre, la présence de bandes radioactives de 29, 34 et 40 
kilodaltons est inattendue. Ces bandes pourraient représenter des 
monomères de PRA ou des récepteurs de faibles masses moléculaires. Une 
coloration au bleu de Coomassie d'une expérience similaire nous montre 
aussi la présence d'une bande de 56 kilodaltons (résultats non montrés) 
hors de la diagonale. 
Le réactif de Schwartz utilisé en 3.2.4 présente un avantage 
certain puisque le marquage radioisotopique se situe au niveau du lien 
clivable ce qui entraine que le récepteur après clivage est marqué et 
donc que l'analyse du résultat est directe. Une électrophorèse en une 
dimension sous conditions réductrices nous permet de visualiser la 
présence de protéines réceptrices radioactives. 
Des bandes radioactives de 48, 65 et 74 kilodaltons ont été obte-
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nues (résultat non-montré) avec cette méthode et ceci concorde assez 
bien avec les résultats obtenus lors des expériences précédentes,utili-
sant les autres méthodes. 
Une autre méthode a été utilisée pour mettre en évidence les 
récepteurs de la PRA. Dans ce cas, les protéines membranaires de 
lymphocytes ont été marquées à l'aide d'iode 125, ces cellules ont été 
incubées avec de la PHAm-11, photolysées puis solubilisées. Les 
solubilisats ont été analysées par gel SDS-PAGE selon la technique 
diagonale après avoir été immunoprécipités à l'aide d'anticorps 
monoclonaux anti-PHA. 
Les résultats ont montré la présence de trois bandes radioactives 
situées en dehors de la diagonale (figure 10), soient à 31, 36 et 56 
kilodaltons. Ce résultat corrobore aussi les résultats antérieurs. Si 
on assume que ces récepteurs ont lié des dimères de PRA, la somme des 
masses moléculaires seraient de 91, 96 et 116 kilodaltons 
respectivement, alors que la position de ces protéines par rapport à la 
diagonale nous montre la possibilité d'avoir des sommes de 78, 80 et 
108 kilodaltons respectivement, ce qui est assez rapproché des 
résultats trouvés. 
La présence de bandes de faibles masses moléculaires ne 
représentant pas de la PHA nous amène à penser que les bandes de 
faibles masses moléculaires obtenues à la figure 9 pourraient 
représenter des récepteurs spécifiques de PHA. L'immunoprécipitation 
permet aussi d'éliminer certaines protéines du solubilisat et ainsi de 
simplifier un peu l'analyse des résultats. 
D'autres auteurs ont utilisé le marquage des cellules pour mettre 
en évidence des protéines réceptrices. Henkart et Fisher (1975) ont 
marqué des lymphocytes sanguins humains puis les ont incubé avec des 
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anticorps anti-PRA. Ces auteurs ont obtenu des bandes sur gel SDS à 
43, 53 et 68 kilodaltons. Skoog et al. (1980) ont solubilisé leurs 
cellules marquées et les ont déposé sur une colonne AffiGel 10-PRA, 
l'élution permettait de mettre en évidence des protéines de 43, 60, 70 
et 120 kilodaltons. Finalement, Dillner-Centerlind et al. (1980) ont 
utilisé la même technique que Skoog et al. (1980) i.e. marquage de la 
cellule et chromatographie d'affinité et obtiennent seize bandes dont 
les masses moléculaires variaient de 40 à 250 kilodaltons, les bandes 
les plus intenses se situant à 125, 175 et 230 kilodaltons. 
On remarque en examinant le tableau 3 l'absence de protéines de 
masses moléculaires de plus de 80 kilodaltons, ceci peut être due à la 
concentration de polyacrylamide utilisée ne permettant pas une très 
haute résolution à des masses moléculaires plus élevées que 125 
kilodaltons. Il faut noter aussi que la concentration de PRA utilisée 
dans ces essais correspond à une saturation complète des sites 
récepteurs (basse et haute affinité). 
Des expériences témoins ont aussi été faites en incubant, 
préalablement à la liaison, des lymphocytes avec de la PRA, puis les 
expériences ont été effectuées tel que décrit précèdemment. Les 
autoradiogrammes obtenus ne montraient aucune bande radioactive en 
dehors de la diagonale suite à des expositions de plus de deux 
semaines. La spécificité du réactif semble donc assez bonne. 
Récemment, certains auteurs (Leca et al., 1986, Amiot et al., 1986) 
ont montré l'existence d'autres protéines ayant des propriétés diverses 
mais pouvant aussi lier la PRA. Ainsi, un complexe glycoprotéinique 
humain exprimés sur les cellules haematopoitiques primaires telles les 
cellules T et les monocytes, reconnu par les anticorps monoclonaux K20, 
peut lier la PRA à la surface des cellules T normales. Ce complexe est 
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formé d'une sous-unité constante de 120-140 000 daltons associée non 
covalemment à la surface cellulaire par des sous-unités de masses 
moléculaires élevées variant de 150 à 200 000 daltons sur différents 
types cellulaires (Amiot et al., 1986). De plus, la PHA reconnait le 
complexe Ti-CD3 comprenant le récepteur des antigènes de cellules T 
(Ti) un hétérodimère de 90 000 daltons lié par un lien disulfure, et la 
molécule CD3 monomorphique associée non covalemment. Ce complexe est 
la molécule de surface capable d'induire l'activation des cellules T. 
Cette interaction de la PHA implique les deux chaines du récepteur i.e. 
la chaine alpha et la chaine beta. La PRA se lie aussi avec le 
complexe CD2 qui est la glycoprotéine liant les érythrocytes de mouton, 
ce complexe étant distinct du complex e ~i-CD3. 
On constate donc que nos résultats semblent suivre ceux d'autres 
auteurs tout en utilisant des techniques variées. L'utilisation des 
agents de réticulation nous apporte de plus l'avantage de travailler in 
situ. Par contre, il serait souhaitable d'effectuer ces essais 
d'isolement et de caractérisation sur une population homogène de 
cellules Tau lieu d'un mélange de cellules B et T. On sait que seules 
les cellules T sont responsables de l'action mitogénique associée à la 
liaison de PRA alors que les cellules B possèdent aussi des sites de 
liaison de la PHA, bien que ces cellules ne répondent pas à la PHA. 
Le réactif hétérobifonctionnel photosensible idéal porterait un 
isotope radioactif au niveau du noyau aromatique et serait clivable. 
Il suffirait de lier ce réactif à la PHA et d'effectuer une expérience 
de marquage similaire à celles effectuées dans ce mémoire, le résultat 
serait directement visible après une électrophorèse en une dimension 
sous conditions réduites. Pour clarifier la réponse une immunoprécipi-
tation serait souhaitable avant de déposer les solubilisats sur gel. 
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Un tel réactif a été synthétisé par Schwartz (1985) et pourrait sans 
doute aider à apporter une réponse favorable au problème de la 




COMPOSITION DE CERTAINS TAMPONS ET MILIEUX 
Tampon de Gey modifié: Na Cl 120,0 mM 
KCl 5,0 mM 
Na2HP04 7·H20 0,86mM 
KH2P04 0,22mM 
MgS04 7·H20 0,28mM 
MgCl2 6·H20 1,0 mM 
glucose 5,6 mM 
Hepes 39,0 mM 
Milieu Penassay (milieu antibiotique 3 supplémenté) 
milieu antibiotique 
Casitone 




Tampon PFB: NaCl 
KCl 
CaCL2 
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